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> Verfahren zur Identifizierung und/oder isolierung epezifucher Molekule bzw. Molekuipopufationen 

Die Erfindung betrlfft eln Verfahren air Identifiaenmg 
und/oder Isofierung opezHisoher Mo.ekffla bzw. MoleicflJpo- 
pulntionsn, das daduruh gokennzeichnet 1st daft man spezl- 
fische Bgenachaften umtfoderWechsetwMuingen ausnutzt 

Das erfindungsgemafte Verfahren 1st hoohempfindBch, a* m 

gestattat /fides MolekQl abztitrennen und zu isofJeren und m 

MoIekOlpopuiationen mft eeltenen MolekQIen sufzuarbefean LU 

und 1st universal! an«endbar; es gestattet hi vorteilhafter v/J 

Wetee betspielsweteo die teoilerung, fdentffizserung Abtren- "H 

nung, Auftrannung differentleH exprnnjerterGena. ^ 
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PatentansprQcfae 

I. Verfahren zur WenttfW^nmg und/oder hoherung speziflscher MolekQle bzw. MolekQlpopuIationen, 
datofcgch raiMridmet daB man spezifiscbe Bgenschaften und/oder Wechselwirkungen aiismrtzt 

Z Veffefaren gemfiB Ansprucfa I, dadurch getoanzeSdme^daB m rich fad den beteffigten MolekOlen bzw. 
MoIeldUpopolatkmen urn Desoxy-RlbonulddnsBuren und/oder RfoonuMemsfiuren imd/oder Proteine und/ 
oder Peptide nnd/oder orgamsche und/oder anorganische und/oder anorganlscfa-organische Substanzen 
oder Yqtindoqgenoderdera Mdi e a h a nd eft. ■ 
a Verfahren gemfiB AnsprQchen 1 Us 2. dadurch gekexmzeichnet, daB die beteffigten Molekflle erne 
bestimmte und/oder beBebige Struktur besitzen. 

4. Verfahren gemaB AnsprQchen 1 bis 3, dadurch gekemndchnet, daB die beteffigten Molekflle mmdestens 
tefl wwse niBifc iertfliidi 

5. Verfahren gemfiB AnsprQchen 1 bi&4, dadurch gekeanzefchiiet; daBes rich um eine nieht ratfoaktive 
und/oder ramoaktive Markienmg rait mindestens einem Marker und/oder mmdestens einem laptop ban- 
dett 

6u Verfahren gemlfi Anspiilchen 1 bis 5, dadurch gekennzdehnet, daB eine Wecbsertwirkung zwischen 
Molekillen va^edencr Subirtanzklasseii und/oder gleicher SubstarrzJdasBen ausgenutzt wird 

7. VerfahratgemftB Anspttchen 1 bis 6, dadarch gekexmzeichnet, daB bestimmte (tnhlrente) Molekflieigen- 
schaften ausgenutzt werden. . 

8. Verfabren gemfiB AnsprQchen 1 bis 7, dadurch gefamraeichnet, daB auf der MolekOJstruktur beruhende 
Eigenschaf ten ausgenutzt werden. . 

9. Verfahren gemaB Ansprflcben 1 bis 8, dadurch gekennzelchnet. daB die Basensequenzfen) von Desoxyrt- 
bo m Oddnstoren und/oder von Ribonukleinsfturen und/oder von Analoga odertfergfeichen ausgenutzt wwd 

(werden). „ , . . 

la Verfahren gemaB AnsprQchen 1 bis 9. dadurch gekennzeiebnet, daB die Wechserwirkung zwisdien 
(bestimmten) Basensequenzen von DNA und/oder RNA mit gieicbartigen und/oder nicht gieicbartigen 
MolekOlen ausgenutzt wird. 

I I . Verfahren gemfiB AnsprQchen 1 bis 1 ft dadurch gekennzeiebnet. daB man 

a) aus RNA-Popuktbn 1 (RNA X ) und RNA-Population 2(RNA?) cDNAj und cDNAa henrtellt 

b) cDNAi mh RNAaundcDNAa wh RNAi hybrimmertund 
<?) das Hybr^fo g| ^g*g wmfeft * 1 anftrqmthzw. anfarbeitet 

lZV^faln^geniiBAnsprttchenl bis 11, dadurch gekennzeidmet, daB die Auftrennung nachdoppelstrfin- 



13. Verfahren gem&B AnsprQchen 1 bis 1* dadurch gekennzeiebnet, daB die Auftrennung dun* Hydroxyla- 
padt^ukndirtHnalogr^phieerfolgt . 

14. Verfahren gemfiB AnsprQchen 1 bis 1$ dadurch gekennzeWmet, daB die abgetrennte einzebtr&Dgige 
cDNAdurcfa geeignete MaBnahmen kloniertwird 

15l Verfahren gemtB AnsprQchen 1 bis 14, dadurch gekennzeiebnet daB 

a) die ss cDN A in ds cDNA QbergefOhrt wird 

b) die ds cDN A in ligierbare Form QbergefOhrt wird und 

c) diese cDN A iigiert imd transformiert wird. 

Ifc Verfabren gem&B Anspiiichen 1 bis 15, dadurch gekennzeiebnet, daB die ds cDNA in "blunt end" ds 
cDNA QbergefQhrt wird. „ . 

17. Verfahren gemfiB Ansprfichen 1 bis 16, dadurch gekemaeichnet, daB zur ligation geeignete Vektoren 
ggfs. nach I^hospboryiierung eingesetzt warden. 
. ia Verfahren gemfiB Ansprfichen 1 bis 17, dadurch gekennzddmet, daB erne und/oder mehrere Komponen- 
ten ernes und/oder mehrerer Verfahrenssdnritte mmdestens zeitweise und/oder rnindestens teflweise ro 
immobilisierter Form vorEegt r 
19. Verfahren gem&B AnsprQchen lbisl8> dadurch gekennzeichnet, daB verschiedene Kombinafeonen von 
Verfahrensschritten verwendet werden. - 
2a Verfabrm gemfiB AnsprQchen 1 bis 19, dadurch gekennzcaclmet, daB emzdne Verfahrensschntte mit 
Ifirfe von in der Narur vorkommenden und/oder synlhetisdien und/oder bescbriebenen Agenrjen, Substan- 
zen, Katarysatoren, Enzymen und tergtefchen durdigefflhrt werden. 

21. Verfahren gemfiB AnsprQchen 1 bis 2ft dadurch gekennzelchnet daB eine und/oder mehrere der 
Eigenschaften der Wecbsehrirkungen in den beaufschlagten Verbindungen und/oder Methoden und/oder 
Verfahrensscbritten verknfipft tew. kombmiert sind. 

2Z Verfahren gemaB AnsprQchen 1 bte 21, dadurch gekennzeiebnet, daB Komposhionen und/oder Gemi- 
sche und/oder verschiedene Vcrfaruensschrrtikombinationen beaufcchlagt bzw.angewendet werden. 

Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Identifiziening und/oder Isolienmg speziflscher Molekflle bzw. 
Molekfiipopuiationen. 
Zum Stand der Technik sind die folgenden literatursteHen zu nerrnen: 
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. Alt F. W. et ah J. BioL Chart VoL 253,5 (1978) 1357 - 1370: Selective Multiplication of Dihydrofolate Reductase 
Genes in Methotrexatenresistant Variants of Cultured Murine Cells 

Aviv H, and Leder R: Proa Acad ScL VoL 69, 6 (1972) 1408-1212: Purification of Biologically Active Gtobin 
Messenger RNA by Chromatography on (Migothyimdyfic acid-Cellulose 

Berger & L and Birkemeyer C SL- Biochemistry Vol 23 (1979) 5143-5149: Inhibition of Intractable Nucleases 
with Ribonucleoside- Vanadyl Complexes: Isolation of Messenger Ribonucleic Add from Resting Lymphocytes 
Bobek L et al: Proa Nad Acad ScL VoL 83 (1986) 5544-5548: Characterization of a female-specific cDNA 
derived from a developmental^ regulated mRN A in the human blood fluke Schistosoma mansoni 
BrickeD P. M et al: Nature VoL 306 (1983) 756-760: Activation of a Qa/ITa class I major histocompatibility 
antigen gene fa ageoeral fearure of oncogenesis in the mouse 

Chirgwin J. ML et al: Biochemistry VoL 1 & 24 (1 979) 5294—5299: Isolation of BzologxcahV Active Ribonucleic Acid 
from Sources Enriched in Ribonuclease 

Clancy ML G et al: Proa Nat Acad ScL VoL 80(1983) 3000-3004: Isolation of genes expressed preferentially 
during speculation In the Yeast Saccharomyoes oertvisiae 

Davis M. M. et al: Proa Nat Acad ScL VoL 81 (1984) 2194-2198: CeB-type-spedftc cDNA probes and the 
murine 1 region: The localisation and orientation of A 
Dworkin M. R and Dawid L Rj Dev. BioL 76 (1980) 435-448: Construction of a Cloned library of Expressed 
Embryonic Gene Sequences from Xenopus iaevis 

Dworkin M, B. and Dawid L B.: Dev. BioL 76 (1980) 449—464: Use of a Cloned library for the Study of Abundant 
PoIy(A) RNA during Xenopus Iaevis Development 

Hedrick S. M. et aL: Nature VoL 308 (1984) 149-153: Isolation of cDNA dones encoding T cell-specific 
membrane-associated proteins 

Helman L J* et aL: Proa Nat Acad ScL VoL 84 (1987) 2336-2339: Molecular markers of neuroendocrine 
development and evidence of environmental regulation 

Hirschhom R.R*etaL: Proa Nat Acad ScL VoL 81 (1984) 6004-6008: CeU-cycle^specilic cDNAs from mammafr- 
an cells temperature sensitive for growth 
Kavathas P. et sL Proa Nat Acad ScL VoL 81 (1984) 7688-7692: Isolation of the gene encoding the human 
T-hymphocy te differentiation antigen Leu-2 (T 8) by gene transfer and cDNA substracrion 
Lasky L A. et aL: Proa Nat Acad ScL VoL 77,9 (1980) 5317—5321: Messenger RNA prevalence In sea urchin 
embryos measured with cloned cDNAs 

Lau L Rand Nathans D.: EMBO VoL 4, 12 (1985) 3145-3151; Identification of a set of genes expressed during 
the Gfl/Gl transition of cultered mouse cells 

Lee JL L et aL: J. BioL diem, VoL 30 (1985) 16433-16438: Molecular Cloning of cDNAs Cognate to Genes 
Sensitive to Hormonal Control in Rat liver 

Love J. D. and Minton K. W.: Analytical Biochemistry 150 (1985)429-441 Screening of Library for Differentially 
Expressed Gene Using in Vitro Transcripts 

Linzer D. I. R and Nathans Dj Proa Nat Acad ScL VoL 80 (1983) 4271-4275: Growth-related changes in 
specific mRMAs of cultered mouse cells 
MatrisisianLM.etabNud.Aa Res. VoL 13, 3 (198^ 

rat fibroblasts induces an elevation in mRNA levels for lactate dehydrogenase and other glycolytic enzymes 
Rothberg P. G. et ab MoL CelL BioL VoL 4, 6 (1984) 1096-1103: Structure and Expression of the Oncogene 
c-myc in Fresh Tumor Material from Patients with Hematopoietic Malignancies 

Rhyner T. A, Borbely A- A. and Mallet J-: SENSITIVB HYBRIDIZATION TECHNIQUES AS POWERFUL 
TOOLS IN MOLEKULAR GENETICS TO IDENTIFY BRAIN-SPECIFIC GENE PRODUCTS in ROLE OF 
RNA DNA IN BRAIN FUNCTION edited by Giudhta A, Kaplan B. & and Zomzely-Neurath C (19861 45 
303-307 Martinus Nijhoff Publishing Boston/r^jruredit^ncaster 

Rhyner T. A, et aL- J. of Neurosdence Res. 16 (1986) 167- 181: An Efficient Approach for die Selective Isolation 
of Specific Transcripts From Complex Brain mRNA Populations 

Roewekamp W» and Firtel R A.: Dev. BioL 79 (1980) 409-418: Isolation of Devebpmentaily Regulated Genes 
from Dictyostelium Royer-Pokora Ret aL: Nature VoL 322 (1986) 32-38: Cloning the gene for an inherited so 
human disorder — chronic granulomatous disease-on the basis of its chromosomal location 
Sargent T. D. and Dawid L R: Science VoL 222 ( 1983) 135-139: Differential Gene Expression in the Gastruk of 
Xenopus Iaevis 

Scott M. R. D n Westphal K. H. and Rigby P. W* Jj Cell VoL 34 (1983) 557 —567: Activation of Mouse Genes in 
Transformed CeDs 

St John X R and Davis R. W.: Cell VoL 16 (1979) 443-452: Isolation of Galactose-Inducible DNA Sequence* 
from Saocharomyces cerevisiae by Differential Plaque Filter Hybridisation 

TimberJake W. E: Dev. BioL 78 (1980) 497 -510: Developmental Gene Regulation in Aspergillus nidulans 
Vannice J. U Taylor J. M. and Rmgold a Mj Proa Nat Acad ScL VoL 81 (1984) 4241 -4245: Glucocorncoid-me- 
diated mduction of on-acid glycoprotein: Evidence for hormone-regulated RNA processing Williams J.G. and so 
Lloyd M. M.: J. MoL BioL 129 (1979) 19-35: Changes in the Abundance of Polyadenylated RNA During Slime 
Mould Development Measured Using Cloned Molecular Hybridisation Probes 

Zimmermann C R. et aL: CeD VoL 21 (1980) 709-715: Molecular Cloning and Selection of Genes Regulated In 
Aspergillus Development 

Zurite M. et ab Proa Nat Acad ScL VoL 84 (1987) 2340-2344: Cloning and characterisation of a female genital as 
complex cDNA from the Ever fluke Fascbla hepatica 
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Molekuiare Genetik, R. Knippers, Thieme Stuttgart/New York 1982 ^ 
Molekular- und ZeEbiologe, P. v. Sengbusch, Springer Beriin/Hdddberg/N ew York 1 979 < 
Molecular Biology Of Hie Cell. Alberts E» Bray D, Lewis J, Raff M, Robots K, Watson J. D, Garland New 
York/London 1983 

5 Molecular Cell Biology, Darnell J, LodM R, Baltimore D, Scientific America 1 986 

Bei den Verfahren das Standes der Technik werden b&spMswmt die gesaraten RNA Molekfile dner oder 
-zweier versdriedener Gewebe oder ZeBarten oder zweier verschiedener 2^jstande der gieichen Zelkrt in 
marfa'ertecDNAs tibergefObrt end Rephka-Filter von genomischen oder cDNA Banken (differentiell) gescreent 
10 fine weitere beschriebene Method© gent von zwd cDNAs, die aos zwei verschiedenen Gesamt- oder Poly 
A+-RNAs hergesteUt warden, aus. Die so gewonnenen cDNAs werden jewefls mh der "entgegengesetzten* 
RNA-Populatron hybrtdisiert und anschlieBend werden die doppebtrangfgen cDNA/RNA MolekQle von den 
cinxeblrangigcn cDNA MolekQfcn getrennt Mit dicscn •fcistandsspezifischen" cDNAs werden anschlieBend 
Gen Banken gescreent 

15 Die Verfahren und Methoden des Standes der Technik weisen eine nngenOgende Sensitivtt&t EmpfindBcbkeit 
und Nachweiswahrscbemlicbkeit auf. Sie gestatten lediglich die Isolierung von "hlnfigen* oder nur zufSIBg von 
"seltenen* spezifischen MolekOlen, Insbesondere ist die Hybridiaerung beim Screenen der Gen Banken konzen- 
trationsabhfingig und daher zn ungmpfindlidL 
DemgegenOber fiegt vorOegender Erfindung (fie Aufgabe zugrunde, ein Verfahren m lief era, welches hoch- 
20 empfrndUcbist, welches es gestattet, jedes MolekQl zu boHeren und Mojekfilpopulationen mit "seltenen* Mole- 
kOlen aufzuarbeiten, und welches universell anwendbar ist 

Diese Aufgabe whd bei ebiem Verfahren der einganp genannten Gattung erfindungsgemlfi dadurcb geldst, 
daB man spezifische Eigenschaften tmd/oder Wechsehvirkungen ausnatzt 
Besofldere Ausfilhnmgsformen smd dadurch gekennzeichnet; ' 
25 daB es sich bei den beteffigten MolekOlen bzw. MolekQlpopuktionen ran Desoxy-Ribonukteinsauren und/oder 
RibonuMeinsSuren und/oder Proteine und/oder Peptide und/oder organische und/oder anorganische und/oder 
anorganisch-organische Substanzen oder Verbindungen oder dergleichen handelt, 
daB die betejhgten MolekQle eine bestimmte und/oder b efiebige S truktur b esitzen, 
daB die beteiBgten Molekfile mindestens tettweise markiert sind, 
30 daB es sich um eine nicht radioaktive und/oder radioaktive Mariderung mit mindestens einem Marker und/oder 
mindestens einem Isotop handelt, 

daB eine Wechsdwirkung zwischen MolekOlen verschiedener Substanzklassen und/oder gleicher SubstanzkJas- 
sen ausgenutzt wird, 

daB be$timmte(inharente) Molekflleigenschaften ausgenutzt werden, 

as daB auf der Molekfilstruktur beruhende Eigenschaften ausgenutzt werden, 

daB die Basensequenz(en) von DesoxynT>onukiein^uren und/oder von Ribonukleinsauren und/oder von Analo- \ 
ga oder dergleichen ausgenutzt wird (werden), * 
daB die Wechserwirknng zwischen (besthnmten} Basensequenzen von DNA und/oder RNA mh gletchartigen • 
und/oder nicht gtekhartigen Molekfllen ausgenutzt wird. 

40 Weitere besondere Ausfohrungsformen sind dadurch gekennzeichnet, 
daB man 

a) aus RNA-Populatkra l(RNAj) und RNA-Popukdon 1 (RNA*) cDNAi und cDNA* hersteiit 

b) cDNAi mh RNA* und cDNAa nut RNAi hybrioteert und 
45 c) das Hybridkierungsgemisch auftrennt bzw. auf arbeitet, 

daB (fie Auftrennung nach doppeistrangigen und emzelstrfingigen MolekOlen erfolgt, 
daB (fie Auftrennung durch Hydioxyiapath^Sa^enchroniatographie erfolgt; 
daB die abgetrennfe emzelstrangige cDr4A durchgeeignete MaBnahmen kloniert wird, 
so daB 

al die sscDNAmdscDNAQhergefOhrt wird 

b) die ds cDNA in ligicrbare Form fibergefflhrt wird und 

c) (fiese cDNA figiert und transformiert wird, 

55 

daB (fie ds cDN A in "blunt end* ds cDN A Qbergefuhrt wird, 

daB zur ligation geeignete Vektoren ggfs. nach DephoBphoryfierung emgesetzt werden, 

daB. eine und/oder mehrere Komponenten eines und/oder mehrerer Verfahrensschritte mindestens zeitweise 

und/oder ramdestens teiheeise in hnmobiBsierter Form vorfiegt 

60 daB verschkdene Kombinationeu von Verfahremsschritten verwendet wertfen, 

daB einzelne Verfahrensschritte mit Hflfe von in der Natur vorkommenden und/oder synthetischen und/oder 
beschriebenen Agentien, Substanzen, Katalysatoren, Enzymen und dergleichen durcbgef Qhrt werden, 
daB eine und/oder mehrere der Bigensdmf ten der Wechsehvirknngen in den beaufschlagten Verbindungen 
und/oder Methoden und/oder Verfahrensscfaritten verknflpft bzw. kombiniert sind, 

65 daB Kompositionen und/oder Gemische und/oder verschiedene Verfahrensschrittkombinationeo beaufschlagt 
bzw- angewendet werden. • 

Die Erfindung ermdgiicht in sprunghaf t gesteigerter Weise die Isolierung und/oder die Idesttrnderung spezhl- 
scher Molekulebzw. MoiekulpopriiationexL ) 

4 
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e«SniSrterG n S e,nfifle VeTfahna Ketet besondere VorteUe bei der IsoUenii^dentifizierung differential 

In den Rahmen der Erfindung fallen beispieiaweise: 
Meb^hybridisjenmgen mit glekhen oder venchiedenea RNAs, Hybridisierungen von cDNAs nut Poly 

DN ^L2 , L DNAS o Und L ? N ^ mit RNAs " UntCT MdeWflpoputetionen versteht nunete Gemkch von 
MoWcOjen rasduedener Struktur. Sequenz und ggft LSnge, wobei jedes Enzdmolekul mmd^Tebin^i 

JSfi^ b |515?' 1 * l **« n i«n«» der mSguchen erfhuhrngsgemSBen Verfahren nnd VerfahrensaD- 
wewiungen. Dabei wird aus zwei verschiedenen AusgangimateriaBen (z. R stimulierte und nnsthmiKerta wacfa- 
^ /Tf ™5?* J ?!5^ ah ? ZeDen - <Hffensnziate and nicrrt-differenzierte ^ToderGewebe 

Sl*^* e .^ A ■*"* r ^ Ctr ! Dnt ^ Oyoniatograpbie an einer OUgo dT-SMe odefSonstwfc 
awgetremit und dann nut entaprechendem Enzym (Reverse Transcriptase) in cDNA Obergefuhrt fcDNA - 
complementary, copy DNA> 8 v 

Es ist auch mdgUch und manchmal vorzuriehen, direkt aus total RNA cDNA herausteHea 
„„S "? °»?^r«itgegengttet2ter- RNA) oder einer sonstigen abzuziehenden Molekulpo- 

puhnon 2uwinmengebracht unter geeigneten Bedingungen (hybridkiert), Das entstehende GeoK 

^PoI^-ng^J^ielsweke mitteb T4 DNA Polymerase and/oder S 1 NudSwSS? SSffi 
Nuclease oder dergleichen. Die so aufbereitete ds-cDNA wild in einen geeumeten Vektor fl%imiid PW? , 
^dVn^ Shuttle Vektor oder dergleknen. der gegebenenfalb in tJSS^SS^^SS 2 
S2W r I f" ls ' ^eradduon etc) Ugiert and fat kompetente Zeflen, dgeos vorbereitete and/oder modifi- 
SKk* < 2L StiDUne 0der de ^ bea transformiert Die transformierten ZeUen werden unter geefenefcoimd 
Seleteonsbedjngungen gezuchtet (ggf. auf Ratten) und die Kolonfen, Plaques oder sonstige resuWereimTzellen 
(nacfa Selektion oder mitteis marfcierter Proben) identifiziert nnd isoliert 

Die Fig. 2 zeigt in schemanscher Form die Ablaufe zur Isolienmg von Poly A- und resulatorischen RNAk. 
££* 5*i (») «^>NA hergestent Nach ffybrid^Sg Smdere? 

RNA ^ W^tajjg wird die (ss) cDNA not 'toderer'oder-gleichet- Pob/ A+ l^tebS^ 
D«e«Hybndraeruiigl^ 

Danach erfolgt (wieder) eme Auftrennung an einer Hydroxylapatit-Slule. ffl 
Die so IsoHerten (+) bzw. (-) cDNAt entsprecben Poly A- und regulatorischen RNAs and dergleichen, die 
zur werteren Cbaralrterisiening wie gemiB Schema der Fig. 1 weiter bearbeitet werden. 

to Rahmen der vorliegenden Erfindung liegt weherhin, auf einer oder mehreren Stiffen die an diesem Punkt 
vornandenen MolekOle und dergleichen mit Reagenzkn und/oder Substanzen and/oder Methoden und/oder 
Mittebi zu beaufschlagen, dergestah, dafl eine und/oder mebrere MotekOlspezies und/oder Molekfile und/oder « 
Molekttlpopulatoonen spezifisch in Wechselwirfcnng treten bzw. modifiziert bzw. umgewandelt werden. Bei- 
spielsweise kdnnen DNA- und/oder RNA-hfokkOle and/oder Prateine und dergleichen methytiert, bydroWsiert, 
gspalten, abgebaut, synthetisiert and dergleichen werden. Diese Beaafschlaeung ist gegebenenfalis Molekfll- 
MoJeWHstmktin-, Sequenz-, Nukteotid-, PrfaiJajatniktur-, Sekundarstroktur-, Tertiarstrnklur-. Quartaretruktnr- 
spezrfisch, wie beispWsweise single-strand-spezifieche Binde-Proteine (RNA und/oder DNA. ss und/oder dsl « 
RNA spezffische Hydrolyse fflr Enzel- und/oder Doppelstrflnge, DNAse(n) (einzeJ- und/oder doppelstrang-spe. 
aafiwhe), Methylasen, roodifizierende Enzyme, interkallerende Agentien, fragmentterende Agentien, modifizie- 
rende Agentien und/oder (Tefl-) Kombmationen dieser Agentien und/oder dergleichen. Weherhin liegt es hn 
Ranmen der vorliegenden Erfindung auf einer oder mehreren Staf en unspezifiscbe und/oder spezifische Synthe- 
sen zti bewrken. beispidsweise bel der Herctellnng des ersten nnd/oder zweiten DNA-Stranges und/oder bei s, 
der Hersteuung ernes ersten und/oder zweiten RNA-Strangea and dergleichen. Dies bum durch spezifisches 
und/oder |unspezrfische8 "Prhnen* und/oder dnreh EnsteEung/Wahl geeigneter ReaktionsbedmBunjrenbewirkt 
werdea Damit kOnnen spezifische und/oder unspezifisdie (Sab-) PopuMonen hergestefit and/oder anjrerel- 
*2 we ™ 8a 0x30 Moleknbpopulationen und/oder Gemische kdnnen dann zur spezifischen Auftrramnir 
und/oder Umsetzung entsprechend. beispielsweise wie oben ausgefuhrt beairfschlagt und/oder bearbeitet wer- 55 

Die Hg. 3 steDt in beispielbafter schemadscfaer Form die Wechselwiriomgen zwischen einer Molekfllart 
^T^^x^ OT J r r ? tel 2v , l nd/oder ^ DNA und/od « einer RNA and einer anderen MolekatotbeJ- 

^SZgeS^w^ te ^^ & ^ m ^ 

Daba wind Gesamt-DNA in Fragments zerlegt (Restriktionsenzyme, chemisch, mechanisch, phytnkahscfa etc) 
" nd J nlt oder Partiell aus Zellen, Gewebe oder dergleichen aiffgeren^tol^teirTb^rf^S 

t rJTXrK.^ t^^^T ^ DNA-Proteinkomplezen wird die DNA gewonnen und nach oK 
I^n^^belspielsweise oben ausgefllhrt oder auf andere geehjnete Weije, in etoe 
Sf^w^ 1 ™ f <a ^ en ^ r e^wcht. in kompetente Zellen trarrforn^TwaplaSert midta 
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Durch Kombinauon der vervdUodenen Verfahrensschritte und/oder Sequenzen bzw. TcSen davon 1st es 
brispiekweke mdgfich, bcstimmt© cDNA-*Gene* zu i deatifizter cD und /oder zu toUeren ggfs. genombcbe 
Sequenzen zu identiGzicrea und/oder zu isofieren. Protcine henustalten (Expresstons-Systerae) und *dtere 
interagiernde DNA- ond/oder RNA-Sequenzen zu isofierea Dabd konnen bebpzelswefee audi Aodkfirper 
(gegen Proteme und/oder Peptide und/oder DNA and/odcr RNA) emgesetzf werden. 

Audi 'differentkBes Foot-Printing k&nn durch eine ftombmatton von erfrndugn^gemBfien Schritten durchge- 
fOhrt werden. 

Bine mogfiche (Weiter-) Verarbdtungsmethode fOr gewonnene cDNA 1st im Folgenden beschrieben. Im 
Folgenden fet in schematisefcer Weasc die Reaktionsabfblge zur bofienmg und/oder Identifrrierung von DNA- 
und/oder RNA-Sequenzen, wdche "Open Reading Framei (ORFb) dartteOen, geschOdert Dabei wild beispiefc- 
weise< eine X-tt&gm DNA mit enter *Trame-Shift-Mntation* in eineni geeigneten Gen (z. Bu da* lac Z Gen) 
versehen. Bine der oben gewonnenen cDNA-PopuIationen wind mit diesem Vektar ngiert Dabd bebt statistisch 
jede* 18te ORF die Mutation wieder ant Dann wird in emeo, geeigneten Wirt transfonniert und bei geeigneter 
Temperatur z-Eaiif Mfaftrwlmcdjum Platten, welche lis emzjgen dicker Lactose entnalten, gezOchtet, wobei 
nor Hybrfdmofekflle, die dte Trame^hat-Mutatfoo rertauriert haben, enthaftende Zellen wachsen konnen. Eine 
Imhiktion der PhagenJiefert Plaques zur IsoBerung entaprechender KJone. 

Zur Briguterung der biochemischen Orundoperationen, BegriSe und Angfizfrmen wird auf die zum Stand der 
Technik angegebene literatur und dort zitierte Iitenrtur, sowi&auf angegebene Lehrbflcher verwiesea 

Die folgenden Beispide stellen keine Einschrankung der vorliegenden Erfmdung dar. 

Beispiele 
NkkTVanslatbn 

MaterMenrNick-TransIations Puffer 10 X : 

<V5M Tris-HClpH7,5 
lOQmM Mga 
lOnuM DTT 

DNA Polymerase I R Coli 
DNAse lOmg/mf 
NutteotMisdAmaTmdGTO 

NT-Mnuje 05 MdATP, aTIP^dmP, BJogdsSule EDTA250 mM 

Gesamtvobimen 20 \d 

— ' 5 jil o^dCTP in Speed Vac eintrockneu 
" — 2ul NT-Pnffer2ug^en 

— 3 pi Nudeotid-Mix zugeben 

— Xp\ DNA zugeben (Plasmide 0,5 n&Genomisch 1 -2 pg) 

— X\A IW>zugeben 

— 1 pi DNA-Polymerase I zugeben =* 10 U 

— i pi DNAse 1 : 100 000 zugeben 
— ' mischen 

— 1,5-2 h bei 15° lassea 

2,4 pi EDTA 250 mM zugeben 

— auf Biogekfinkauftragen 

— Frakrionena400plnehmen 

— jel ^imEppendorfTscherenkovStrahlungm^sen 

Nudeotid-MncjeG^ MdATP.tflTP.dGTP 
DNAse tOmg/mll : lOOOOOinHaOverdOnnt 

Reparatur der ds DNA Enden (^nd^poHsning 1 ) 
Materialien: T 4 DNA Polymerase 1 U/pl 

— 1 00 pi 2ter Strang Synthese Reaktion 

— 8pIT4DNAPolymerase-8U 

— bei 15° >6Stdinknbieren 

— ai Vol lid 4 M zugeben 

— 3VoLEtOH 

— bd --20* ON fallen 

— abzentrifugieren 20 min. Eppendorf 

— Pellet trocknen kssen 

— in 40 p] H2O aufnehmeo 
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c-DNASynthese Iter Strang 



Mater ialien: 

Tris~HC!pH8£ 

MgCfe 

NaO 



2M 
OA M 
QfiM 



Nuctectide: dATP, dTTP, dGTP, dCTP d^SdCTP 
Actinomydn D 
RNAsro 40u/ui 
DTT 

Random Primer pd (% 
Reverse Transcriptase 

HQ !M 

NaOH 0,2 M 

NaAc 05M 

SDS t% 



Biogels&ule 

Szmtiflatfonscocktail 

PAA-HarnstoffGel 

Reaktions Volumen 100 jd: 

- 2,5 uITris-HCl pH8£ 

- 6uJ Mg& 2 

- 12|xl Nad 

- 1 dATP 

- 1 pi dTTP 

- 1 |xJ dGTP 

- Ijd dCTP 
1 (it Actinomydn D 



- VnIRNAsin 

— 2 pi DTT 

— 10|tl Random Primer 
-25 uJ tt^SdCTP 
— 10pJ Reverse Transkriptase 
-25|d RNA 



2M 
0,1 M 
05M 
100 mM 
100 mM 
100 mM 
ImM 
lOmg/mi 
40u/pl 
IM 

Ql pg/ml 
200U/nl 

100 ug total RNAbzw. 



-2Std42* 

-100 jil NaOH 02 M zugeben 
-25mhv70°(Hydix>lyse) 
-auf Fis kiirzabkflhlen 

-20uIHQ 1 M zugeben 
-22 ^| NaAc 2Mzugeben 
-24 |il SDS l%zugebeo 

— 2|dio£ppendorfgebea 

—20 jil Szintiflationsoocktail zugeben 

—gut raischen und im Counter mi t of fenem Fenster messen 

-3—5 Mia cpm fluf 6% 0JS mm PAA-Harnstoff Gel chccken 

—Rest der Reaktion auf Biogel-Sfiule auftragen 

— 1 0 Fraktkraen a 400 jxl nehmen 

-je 10 uJ + 100 jd Cocktail messen 

— Fraktionenbei —20° aufheben 

vor weiterer Verwendung: 

- Interessante Fraktionen in Speed Vac auf 100 ul dnemren 
-<U Vol L1CI4M zugeben 

—23 Vol EtOH zugeben 
-ONbei-20° ffillen 



30 mM 

6mM 

60 mM 

ImM 

ImM 

ImM 

10 mM 

lOOug/ml 

lu/|U 

20 mM 

lOug/ml 

200U/ngRNA 
10ugPolyA+ 



-DNA Syathese 2ter Strang 



Materiaiien: second strand buffer 10 x : 
Random Primer pd (Nfc 
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Nucleotide 
T4DNAUgase 
RCoB Polymerase I 
AWlOmM. 

Reaktionsvohunen 100 \d: 

— 50 pi Enzeistrang c— DMA 

— 2 jil Primer » 200 ng(l 00 ng/jifl) 
to — 10|ill0x sff-Piiffer 

— !8|UHaO 

— azmael2Stdbd56° 

— knrz auf Ex abkahlcn 

— 2plATP10mM 

15 — je 2 pi dATP, riTnvdGTP, dCTP 100 nMzogeben 

— 6|dLigaser 

— 4 |il Polymerase 

— beil^ONinknbieren 

20 die Reaktion wurde direkt zum Reparieren der Enden eingesetzt 

L^ffirtfapaos 

Materiallen: Ligase Puffer 10 x: . . 

25 

ATPZmM 
T4DNAIigase 

Reaktionsvolumen: 20 - 1 00 ^ abhflngig von den zu ligiereiKien Enden, sowie der DNA Menge 
30 Z.R fOr 20^1; - 

— 2jUIigasePufferH)x 

— 2^IATP2mM 

— jrjilDNAca.<tf-0£iig 
35 - 7HIH2D 

— l^T4DNAMgase-10U 

— bdl5° mindestensl8Stdligieren 

Reakttonsmiachang kann direkt in die Transformation dngesetzt werden 

40 

Southern Blot; 

— ublicies Agarose Gel mit EtBr 

— ' nach Lauf normal photographieren 
45 - Gtain<WMNaOH,0£MNaCI30miabti 

— ebenso30mbinWMN8aWMTris-HapH7^1a«8en 

— FQtervorbereiten: 
Sehe B markieren 
mit Bidest benetzen 

50 15 mnuin 10 x SSClassen 

— Blot wie ubKch anfbauen 

— mindestens 16 Std blotten 
• — BIotwieObHchabbauen 

kurzin<V4MNaOHspflIen 
55 - ia<tf MTrU-HapH7£-2*SSC 

— Lufttracknen 

— bei 80 6 30 min. b^nkcti 

Double strand sequencing: 

m 

— 2 \il DNA rapercoiled in TE (Mini Prep DNA possible??) 

— add20plO£MNaOH,0£MBDTA 

— 5 mhxRT 

— add2^13MNaAcpH4 l 8(L6snngCttEsniidPrep> 
65 - add2VoLBtOH30min.20° 

— [wash 2 times whh 70% etOH] 

— spinEppendorf 20 min. full speed 

— dry Pellet speed vac 
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~ disrolvePeUetfalOiUPrinwMK + iSlilHaO 

— anneal 60 miiL 60° 

— cool down to RT{ca. 30 min.) 

— add3|ilMato2jJ»A^"C', , T , p , tJ-soIution 

— 20min.37° 

— add 2 pd chase sol 

— 20min.37° 

— add 4 pi stop soL 

— 2min.95° 

— bad 3 pJ on Gel 

DNA— RNA Hybridisierung in Kapfllaren 

MateriaUen: Iter Strang c— DNA 
OberscnuBRNA 
50|ilMikropipetten 
Hybridirieningspuffen 

NaPjpH6,8 120 mM 
Nad 820 mM 

EDTApHW 10 mM 
PoJyU lOjd/ml 

— gesarate Ausbeute einer Iter Strang c-DNA Synthese m 20 jtl Hybridisierui^paff^aufhdraen 

— csl 200 jig total RN A in 30 jil HybridmerungBp. aufnehmen 

— c— DNA L5sung zur RNA L5$ung geben 

— 20mm.auf70°erbitzen 

— in Kapillare einschmelzen 

— kontrollieren ob die Kapfflaren an bdden Enden volisttndig zugeschmotzen and unter dem Binokukr 
eventuell Zuschmelzen wiederholen 

— bei 60° mindestens 1 00 Std hybridisieren 

AnschlieBend HAP-Saule 

BbgdrSaste 

MateriaUen: Biogel Puffer: 

SmMTris-HCipHr* 

5mMNaa 

Biogel A-5 m 200-400 mesh (BIO— RAD) 

Pastearpipette 

GIaswattesilanisiert(Serva) 

— ein wenlg Glaswatte in die Pipette stopfen 

— Biogel auffflllen 

— mogiichst ohne Luftbiasen 

— wenn Biogel sich gesetzt hat, nachfullen 

— letztlich sollte das Gelbett bd der Einschnfirung der Pipette win 

— mftBiogdPirfferaquflfl)rieren2-3inl 

— PufFer ganz einsinken lassen 

— Probe auftragen im gleichen Volumen der Fraktionen 

— entsprechende Anzahl Fraktionen nehmen 

Hydroxylapatrt-S&jk(HA^ 

Materiaiien: Hydroxylapatit SC Serva Suspension 10-20% reinst 
ummantelteSauie 

Elutionspuff er HersteDen 1 M NaPi ungepuffert 
. ^^Na 2 Hro 4 .2H20^17733)+!Md^ 

PB 10- lOmllMNaPi^pHMmitHsPO* 
PB 120=. 120mIlMNaPi,pH6,8mftNaOH 
PB 400 m 400 mil MNaPi,pH6,8mitNaOH 
aDe Puffer ohne SDS 
SzintUiationscodctaO 

— die Saulen auf 20° temperieren 

— HAPeinfuDen 
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— setzea lassen mid nachfttflen bis Siulenbett ca.4 cm hoch 

— Oberflache nicht trockenwerden lassen PB 10 anfgeben 

— mit 2—3 Saulenvolnmen PB 10 ftquIKbrieren 

— die rrybridlsierungBprobe rait HjO 1 1 10 verdQnnen 
5 — die gesamten 500 jil in die S&uk einainken lassen 

— noclidnnial500MlPB10dazugeben 
— . jeweDs 1 ml Fraklionen nehmen 

— nach 10 Fraktionen PB 120 anfgeben 

— erneut 10 Fraktionen nehmen 
to — dannlOFraktioiienPB400 

— jewefls50|ila0erft*ktione^ 

— die Fraktionen, die die Einzelstrange enthalten in der Speed Vac 
auf 250 plemengen 

— die DNA kann direkt zar Synthese des zweiten Strenges eingesetzt werden 

15 

Sequenziergd 

MateiiaBen: 2 Glaspiatten 40 x 20 cm 
Spacer 0,2 mm stark 
20 KammO^mm 

Laufpuff er Tris - Borat lOx : 
89mMTOs— Base 
89 mM Borsaure 
2mMEDTA 

25 

ProbenpuffenTBE 1 x 
90% Formamid 
05% XyleneQyanoI 
0£% Bromphenolblan 
30 0,4% QrangeG 

Dim ethyidichlorosil an 
Harnstoff . 
Acrylamid 
35 Bisacrylamid 

Anunoniumpersulfat 

N^ f N^-Tetramethylatbyiendianini CTEMBD) 

— Acrylamid Stock ansetzen: 
40 30 g Acrylamid 

IgBisacrylamid 
prol00mlWas8er 

— 25% Anunoniumpersaifat'Lasun^ ansetzen 

— Glasplatten sehr gut reinigen (BtOH) 

45 — Glasplatte mit "Ohren* auf einer Seite silanisieren 

— einer Glasplatte an 3 Seiten Spacer auflegen 

— silaniderte Platte mit silanisierter Seite innen auflegen 

— mit K faame n zusaramenhalten 

— evtL cut Agarose abdichteP 

so — Gel in Sangflasche vorbereiten; 

— 22,5 g Harnstoff 

— MmlHTO 

— 10 ml Acrylamid Stock 
SmITBBlOx 

55 — Gel unter Brwarmen losen 

— ndtWasseretrahlpumpeentgasen 

— IOOulAmmoniumpenulfatzngeben 

— 20 plTEMBD zugeben 

— karzmtachen 

60 — Gel ztigigmk 50 ml Pipette zwischen die Glasplatten gieflen 

— Kammeinstecken 

— waagerecht hinlegen und Polymerisation abwarten 

— nach polymerisieren unteren Spacer vorachtig entfernen 

— Gel in Apparatur einspanneu 
65 ~ Laufpufferlx aufffiBen 

Luftblasen unter dem Gel entfernen 
■ .. — vorsichtig den Kamm heransziehen 

— Gel 2-3 h bei 2000 V vorlaufen lassen 

1Q 



OS 37 22 958 

— durch die Sequenzierrealction vorbereitete Proben auftragen mit emer Hamilton Spritee 
vor jedem Probenauftrag die eotsprechende Gdtascbe mit Puffer ausspflkn 

— 2000Vanlegen 

— each ca. 3 h Rontgenfrim in der Dunkelkammer auflegen 

— Film am nachsten Tag entwickem 

Gcnomischer DNA Prep, aus gefrorener Leber 

Materialien: flteiger N 2 

MSreermitPistai 

RNAselOmg/ml 

Phenol gestttigtmhTB + 0,1% 

Hydroxychinoline 

TE 

LK34MM 
Isopropanol 
Proteinase K 10 rag/ml 
SDS10% 

Puffer; V 2 TE + V 2 KDTA02 M undQ3 MNad 

— Leber hn Morser in flttssigem U 2 zu Staub zerkkinera mit gekOhltem PutiH 

— Staub mit gekQhltem Loffel in 20 ml Puffer geben 

— in Falcon Tubes fallen 

— 200pJRNAsezugeben 

— mischen 

— 2 mi 10% SDS zugeben 

— 30inin.beiRTruhren 

— 2 ml Proteinase K. zugeben 

— bei 4° SchGtteln bis Losung klar gewordea ist (nrind ON) 

— evtL nochmals Proteinase zugeben 

— Phenol Extraktionje 2— 3Std 

— Phasen trennen durch Zentrifugation SorvaH SS 34 4 mm 2500 rpm 

— Phenolphase (unten) vorsichtig entfernen 

— 2— 3mal wiederholen 

— zentrifugieren SS 34 20 min. 10 000 rpm 

— Oberstand g^gen TE diaiysieren zun&cfast 1 Std bei RT, danach 

ON im Kuhlraum wood em Faktorvon 1000 onbetfingt erreicbt werden soflte 

— 0,lVol,LtCl4Mzugeben 

— 0,6 Vol Isopropanol zugeben 

— beiRTONscbutteln 

— abzentrifugieren SS 34 20 mm. 4000 rpm 4° 

— 500 uJ TE zugeben und ON bei 4 C lfisen lassen 

Formaldehyd-Gd 

Materialien: Agarose Typ IV 
Gene Screen Puffer 10 x : 
120mMTris— HQ 
GOmMNaAc 
3mMBDTA 
pH7A 

Formaldehyd37% 
Form amid 
Ladepufter 
EtBr(10rag/ral) 

VorbereitungGel 

Gesamtmenge 100 ml: 

— 1 g Agarose Typ IV 

— 73mlH20 

— 10 ml Gene Screen Puffer 10 x 

— unterermtzenldsen 

— etwasabkflhlen lassen 

— 16£ ml Fbrmaldehyd zugeben 
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— Gelgieflen 

Vorbereitiiiig Probe 

5 — RNA 30 mm. bei 13 krpm abzentrifugieren 

— Obestand vorsichtig abnehmen 
— . Speed Vac trocknen 

— Pellet in Mix anf nebmen je nach Slotgrofie 

— bei RT schOttein bis Pellet gektet 
to — 10 min. anf 70° erbltzen 

*- - Ladepuffer zugeben nach StotgrGfle 

— Gei laden 

— bci20V24StdkttfenJassen. 

— ImhxmlS^EtBr/lHzOflrbeii 
15 — photographieren 

GTC-RNA-Praparatioa 

MateriaDen:PBS 
2a GTC: 

50 g Gtianidinthiocyanat 

<V5g n-Lauryl-Sarkosin 

2,5ml IMNaCi 

0*7 ml 14 M^Mercaptoethanol 
25 0*33 ml 30% Antifoam 

pH 7 mrt NaOH einsteflen 

dnrchFaltenfihergieflen 

ffltrieren durch MilTroore Miiiex GS 022 jim 

im Dunklen aufheben 
30 CsQ-Kksen: 

MMEDTApH/,2 

5 mM ^Mercaptoetbanol 

DepcH^CKO,^ Diethylpyrocarbonat autoklavieren 
35 U04M 
BtOH 

— Zellen bei4 D ataentrifugieren 

— PeDet in sterilem. PBS aomehmea 

40 — erneut abzentrif ngi ereo (20 min. 2600 rpm) 

— nochmalswaschen 

— Pellet m GTC aufnehraen ca. 6 VoL 

— augenblicklich hef tig vortexea 

— in Polyallomer Tubes fOr SW 40 Rotor 6 ml sterile* CsCl-Kissen fallen 
45 — je 6 ml derZellsuspension geben 

— mit GTC austarieren 

— 20 S tri. bei 3 1 krpm 20° zentrifogicreii 

— Qberrtand vorsichtig mit gebackener Pasteurpipette abnehmen 
bis ca. 1 cm Qber den Boden des Tubes 

so — RestabgieBen 

— Pellet trocknen lassen 

— 450 |d steriles Depp-HzO zugeben 

— bei4 0 ON8chtttte!nlassen 

— in gebackene Eppendorf QberfQhren 
55 - 0 f l VoLIia4Mzugeben 

— 2 Vol Btbanol zngeben 

— bei — 20° aumehmen 

Mini-Prep 

60 

Maierialien: Phenol mit NaAc 03 M pH 5 gepuffert 
Bxtraktkmspuffen 
03 M NaAcpHS 
10 mM EDTA 
65 C£% SDS . 
PBS 

Chloroform 
LK34M 
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— zenlrifugieren je nach Zdlartfc & 15 min 2000 rpm) 

— wascheom2mlPBS 
~ Oberstandabnehmen 

— lnJ7(PheiBes Phenol zugeben 

— vortexen 

— 200 pi ExtraktionspufTer zugebea 

— vortexen 

— 1 ml Chloroform zugeben 

— vortexen 

— 2 min 10 krpm zentrifugieren 

— wfiBrige Phase in neues Eppendorf QberfOhren 

— nochmals extraMeren 

— tVoL4MUCl zugeben 

— bei4 D ONfaUen 

Northern Blot 
a) Soften 

— NormaJes Fonnaldehyd Gel 

— nach Photo V 2 Std In HjO entfirben 

— Filter vorberekenwie Southern 

— normalen Blot aufbauen 

— mind.l6Std.bIotten 

— Filter in 2 x SSCknrz waschen 

— Lufttrocknen 

— bd80°2Stdbacken 

b)Hybridiaening 

— bei 37° in Church- Puffer 2-3 Std vorhybridisieren 

— 500000-1 (XX)000cpm/nl^de^Probe10^UILbd95 <, kochen 

— bei 37° ON in Church-Puffer hybridisieren 

— heiBe Probe abgielten(AusguB) 

— 3 x 5 min. mit warmer Waschlosung bei 37° waschen 

— 1 Std waschen 

— naB exponieren bei —70° 

— nach etner Nacht Film entwickem 

— Signal besichtigen 

HersteUnng Kompetenter R Coli-Zellen 



Unter Korapetenten ZeUen versteht man Bakterien-Zeflen, die eine erhfihte Aufnahmefahkkeh fur exocene 
DNA besifzen. Dies beruht auf Andenmgen in der Stroktnr der Membrane^ wobei der genaue MecbanisimiB 
unbekanct ist Brreicht wird dies durch Bchandhmg der Zellen mh anorgamschen Ionen, 



Erforderiiche Materialien: 

1 Kok>nieE.CollH9101 oder7118 

LB-Vollmediura 

lOOmMCaCfe^ 0 ) 

Diircfaf fthrunj f 

— animpfen von 5 ml LB einer Kolonie 

- inkubierenbei37 0 ON 



2 Tag: 



— inokulieren von 200 ml LB mit 1 ml der ON Knltur 

— bei 37° biszurOD 600-0^2 wachsenUssen 

— abzeotrifugieren bei 4% Sorvall GSA 6000 rpm 10 min 
ab hier alle Schritte ira Kflhlraum (hirchfDhren 

— abgieflen des Oberstandes 

— auraehmen des PeDets in 100 ml Cad* 

— resuspendieren 

— 20 min auf Eslassen 
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— abzentrifugieren wie oben 

— abgieflen de? Cbersiandes 
— - aufnefnnen in 5 ml CaC& 
*— resuspendieren 

5 — in4t»fJAIiqaot8aufteilen 

— sofort in fiflssigem N2 einfrieren 

— bei -70° aafheben 

TYansfornratkm Kompetenter ZeDen mit Plasmid DNA 

10 

Unter Transformation verstehi nun die Aufnahme von Fremd- DNA dutch E coH ZeDen. Mit HOfe von 
eingefllhrten Resstenzgenen icann man trtnsfonntote Zeflen selektiomrtren. 

Erforderliche MateriaCem 
15 Kompetente Zdicn s. DNA 1 
PlasmidDNA 

Agar-Flatten mit entsprechendem Antibiotfknni 

Dorchfilhruiig" 

20 

ITag: 

— 1 Aliquot Kompetente Zeilen direkt fax em Eisbad geben 

— im Eis auftauen Iassen ca. Vi Std. 

25 — tag PtoanM DNA zogeben in nichtmehr ah 5 ulVoIomen 

— gutdunchmiBchen 

— 30minaaf Bislassen 

— 2 mm 37° 

— 2minauf Eislassen 
30 — 600uiLBzugeben 

— 60mmbei37 o ClHSsen 

— 30 Bowie 300 auf je 1 LB-Pkto mit Antibiotibim ausplattieren 

— bei 37° ON inkubieren (umgedreht) 

35 2 Tag: 

— Kolaniec je Platte zfihlen 

— Transformationseffizienz bestimmen alB:Kol/&ig DNA 

40 PiasmMMim-Praparation 

"Die Mmi-Praparation von Plasmiden dient dazu in relativ kurzer Zeit erne groBere AnzaM unterschiedlicher 
Plasmide zu extrahieren, uhd analysieren.zu Jcfinnea Dabei wild in Kaof genommen, daB die DNA recbt 
unBauber ist Die Reinheit reicfat jedoch aus, um z. B. einen Restriktionsverdaa durchzufOhreiL 

Erfbrderiiche KCaterialiett: 
24 Plasmid enthahende Kolonien 
LB-Medium 
Isopropanol 
50 1% Agarose Gel 

24 sterile groBe ReagenzgJaser mit Kappen 

LBstmgA: 
50 mM Giukose 
55 25mMTris-HGipH80 
tOmM EDTApH8j0 

LSsungB: 
200 mM NaOH 
60 1%SDS 

L&sungC: 
3MNaAcpH4,8 

€5 IB: 

10mMTWs-HapH7,5 
lmMBDTApH7 f 5 
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aJfe Ldsujigen autofclavieren, bis auf LAsung A 

DarcfafQhniQg 



1 Tag: 



— animpfeo von 2 ml LB mh entsprechendem Amibiotikura mit eber Koionie 

— nnReagen2gtesONbei37°inkubfcren 

2Tag: 

— 1 ,5 ml jeder Kultur in Eppendorf QberfQhmi 

— zentrifugieren 2 min mit Hflcbstgeschwindigkeit 

— Oberstand dakantieren 

— PeUetfolOOuJIAsimgAaufaehmen 

— gutresuspendieren 

— 2(K)|iIL6$tingB zugeben 

— gutdurchmischen 

— 5 rain aufEslassen 

— 1 70 pJ L5sung C zugeben 

— gutdurchmischen 

— 15 rain auf Eis lessen 

— 1 0 min abzentrifugieren 

— 400 fil Oberstand in frisches Eppendorf uberfQhren 

— 400 uJlsopropanol zugeben 

— gutdurchmischen 

— 15 min bei —20° lassen 

— lOmmzentrifugieren 

— Oberstand abnehmen 

— Pellet 5 min m Speed Vactrocfcnen 

— PeUetm200aJTCaufnehraeii 

— 10uJaufeinAgaroseOeiauftragen(s.Agaro8eGel) 

— bei -20° aufheben 

Rertriktionsenzym-Verdau 

Mh Hilfe eines Verdwzes inrtRestrik& 
erbUt so erne cnarakteristische Restriktionsfragm^t-Kartier^ indem man die erfaaitenen Fragment* auf 
einem Gel auftrennt undmder Regel mitteb etoes interkafierenden Farlwtoffes unter UV-Iicht aidrtbir macht 

Erforderiiche Materialien: 

Enteprecheuden Enzympuffer lOfach konzentriert (10 x ) Bidest Wasser 
DN A ca. 0,5 pro Verdauung 
Restriktionsenzymca.2— 5 U/p,g DNA 

DurchfOhrung 

1Tag: 
AJIgemein: 

— entnprechende DNA-Konzentration einsteHen ca 0,5 — 2 pJ 

— zusamroenpipettieren in Eppendorf-ReaktionsgefaB:{Endvohimen: 10 jjj> 
1 pj Enzympuffer lOx 

1-2j*1DNA 
6-7uJH20 
J uJEnzym 

Enzyra zuletzt zugeben und so kurz wie mdgbch aus Gefrierschrank holen 

— bei 37° 60 min inkubieren 

— Agarosegelelektrophorese durchfQhren 
bei Plasmid Miru-Prfiparation: 

— 1 0 ui Mini-Prep DNA (ohne Konzentratbnabestuimiimg 

— t^pJEnzym-PufferlOx 

— 1 |il RNAse (gekocht 10 ing/mJ) 

— i^tdEnzym 

— 90 min bei 37° inkubieren 
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— Agarosegelelektropborese 

Agarose-Gel-Elckrophorese 

Die Etekrophorese m Agarose-Gelen dient in der Regd dazn, UMA oder ancfa RNA Hirer GrfiBe nacfa 
aufzutreimea Je nacfa GroBe der zu envartenden Rragmente wind die Agarose-Konzentration gewflhlt Je 
kkherdteStOdre, desto hdherdle KonzentnUbn. Cbliche Konzentralionen bewegcnsicfa zwischenO^ und 2<ft 
Agarose: Die Anftrcnnung erfolgt b ei einem pH von 73 in einem elektrischen FeJd bei 60— 80 V, Die DN A- Frag- 
inentewander&zu Anode. 

Brforderiicfae Materialmen: 

Agarose Typ IV 

Rammer zum GieSen des Gelsmit Ramm 

Laufl gujnpcr 

PowerSupply 

Laufpuff er Tris-Acetat lOx : 
4Q0mMTtia-BBse 

SOMMNaAjc 

10 mM ROTA 

mit Bsgjgs&ure auf pH 7fi eins tellen 

Probenpnffer: 
Tria-Acetat Puffer Ix 

025% BromphenoibUu 

0,25% Xylene Cyanoi 

60 mM EDTA. 

50% Glycerin 

Bthidiumbromid 10 mg/ml 

DurchfOhrung 

— Erfonderiiche Menge Agarose abwiegen 

— furl00inil%GellgAgarc«aHeAng^^ 

— 10 ml 10 x Puffer zugeben 

— auf 100 ml mit Bidest aoff Oilen 

— unter Erwfinnea lOsen 

— 5 id BtBr zugeben 

— Kamm in die GieBkammer einsetzen 

— geldstes Gel m die Karnmer gieBen 

— emarrenlassen 

— 1 1 Laofpuffer (1 x ) ansetzen 

— 50 pJ EtBr zugegeben 

— Kanun vorsichtig en tf emeu 

— Gel in die mh Puffer gefOllte Rammer fegen 

— Gel 1—2 cm mh Puffer bedecken 

— Probe mit 4 jd Probenpuffer verse tzen 

— knrz zentrifugieren 

— Probe vomchtigm die Taschen laden 

— 60—80 V Spanmmg anlegen 

— Laufricntung.von - nacb -h 

— nacfa 2-3 Std. Polaroidphoto anfertigen 

Sequenziertmg nacfa Sanger 

Dk DNA-Sequenzienmg versetzt uns in die Lege die Remenfclge der vier Nucleotide in elner bdieWgen 
DMA zu bestimmen Hiefzu gibt es unterccfaiedliche Methoden, Die beiden meist angewendeten sind cfaemiscbe 
Spalrang nach Maxam und Gilbert, sowie die Kettcnabbruchmethode nach Sanger. 

Die hlerverwendete Kettenabbrucfametfaode basiert auf dem Binbau von Nucleotidanalogen und dem daraus 
resultierenden Abbrucfa der Kette, cfie durch die Polymerase synthetisiert wird Als NudeotidanaJoge werden 
2 / 3'-Dideoxynudeotide emgesetzt DieMaxtderung erfolgt mhteis emea ^S-Nucleotids (in diesem FaJJe dCTP> 
AnschfieBend erfolgt die Auftrennung der erfaaltenen Fragmente in einem Polyacrylamid-GeL Das entstehende 
BandemnuBter wird durch einen ROntgenfilm okfatbargemacfat 

Erforderficfae MateriaEen: 
Fl-Pfaagen 
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LB-Medium 

Kolonie mit pEMBL-Plasmid a L oder M 13»Ftagen 
TM-Puffer10x: 
100 mM Tris-HCIpH8,5 
50 mM MgCb 

Chase LOsung: 

0,25 mM dNTP-Mix(dATP + dTTP + dGTP + dCTP) 

Dideoxy/Deoxy-Miscnuog: 
XT 20 pM ddCTPJe 37 J jiM dATP, dGTP, dTTP 
A" tOO pM ddATP, 5,4 jiM dATT* ]c54 jiMdGTP, cfTTP 
XT 100 pM ddGTP, 5,4 pM dGTP, je54 pM dATP, tflTP 
T |tM ddTTp, 5,4 pM dTTp, je54 pMdGTPrdATP 
aflc Mischungen hi lOmMTYis— HQ pH 8ft5 mM MgCfe 7,5 mM DTT 
M S dCTP(500 O/mM, 10 mCi/ml) 
DNA-Poiymerase I groBes Fragment (Klenw-Fragraent) 
Stop-Ldsung: Probenpuffer + 10 mM £DTA 
M 13-Primcr 
kieine Mikrotherplatten 
TE-Puffer 

PBG-LSsung20% + 14,6% Nad 

Phenol mhTria-HCL 10 mM pH 9 eqiriKbriert 

Chloroform 

Lid 4 M 

Bthanol 

Durchffihrung 
a) Herstelhrog des Templates 

ITag: 

— 1 ml LB-Mediam + Antibiotikum mit enter Kolonie anirapfen 

— bei3rONinkubieren 

2 Tag: 

— 3 ml LB-Medium + Antibiotflcom mh 100 pi ON-Kuhcr ammpfen 

— bei37°bisOD600«0^wachrenIaawn(-2 x K^BaktymncteOrim 

— mit F 1 -Phagen infizieren mit 20 pfu/Bakt 

— bei37°iiikubieren5-6Std. 

— m rwei groBe Eppendorf transferieren 

— zentrifugieren 10 mm bei 14 000 rpm 

— Uberstand in frische Eppendorf transferieren 

— zentrifugieren wie oben 

— ein Eppendorf zur Reserve bei 4° aufheben 

— in zweitea Eppendorf (1,1 - 1,2 ml) 150 pi 20% PEG, 14*% NtQ zugeben 

— lOmin bei RTJassen 

— 5 mm zentrifugieren 

— nochmaJ zentrifugieren und Oberstand grtmdlich abheben 

— Pellet in 200 pi TEaulnehmen 

— 60minbei RTlassen 

— Phenol (pH 9) extrahieren 1 x 

— Chloroform extrahieren 1 x 

— zugebenl/10VoLIia4M + i5VoLEtOH 

— bei— 20° ONlassen 



3Tag: 



zentrifugieren 10 mm 14 000 rpm 
Pellet mit 70% EtOH waschen 
10 min in Speed Vac trocknen 
Pellet in 30 pJ HJ> aumehmen 
1 jilauf Agarose-GelkontroUieren 
bei -20° aufheben 
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b) Annealing des Templates 

— 7£ |d Template in Bppendorf gcben 

— bei 60° 60 min annea len lanen 

— anf OTabkflhlenlaBren 

c) Seqccagjerreafctfam 

— in kiexner Mflcrotherplatte TOrberehen; 4 x je 2 "A" bzw. "C tew, "G" bsw. TMx 

— folgcnde MfrciHing beretellen: 
10 plArmfiflllng-Rjeaktion 

+ 2,5^ 3S SdCIP 

+ 2 pi i0esow^Eragment(5 U/|tO 
gutmischen 

— jewells 3 |d cfieser Mschung in dte Mikrotiterplflite geben 

— bei37°20minhifcubieren 

— jc2piCbaseL6«ungrugeben 

— bei37°20mmlaBsen 

— je 4 pi Stop-Puffer zugeben 

— bei95°2tnin[flS5en 

— davon 2£ jd auf Sequenziergel laden. 
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